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经 大 肠 杆 菌 或 其 它 非 致 病菌 可 以 诱导 多 种 昆虫 产生 抗 菌 蛋 ARMS, Boman 
(1981) , Hoffmann 《1981》 等 已 报道 了 在 多 种 物 边 目 昆 虫 中 都 能 州 导 产生 抗 E EC, 
Okada (1983》 以 刺 伤 棕 尾 别 麻 电 (Sercophage pergrina) B PESE RITU Y $ te LE 
(Sarcotoxin) , Boman(1983, 1982) XRF | PLSE EX 3x. (HI yalophora cecropia) 
: 为 烤 料 ， 经 非 怪 病菌 诱导 可 以 产生 抗菌 蛋白 (Attacin)A 一 F， 抗 菌 肤 (cecropin A-G), 
而 我 们 实验 室 以 析 属 时 为 材料 ， 经 诱导 后 可 以 观察 到 抗菌 蛋白 及 抗菌 肽 AA、B、D., 玉 等 
组 份 〈 张 双全 等 ，1985) 。 而 家 委 晴 经 诱 导 后 ， 既 分 离 可 分 得 六 个 组 分 的 抗菌 肽 〈 届 贤 
局 等 ，1986)， 分 别称 为 CMrz、CMzrPhi、CMzrrPh:、CMrrrz、CMzr 及 LCMr， 它 们 都 有 
杀 死 大 肠 杆 菌 某 些 株 系 的 作用 。 抗 苗 肽 在 尼 贝 的 免疫 防卫 系统 中 ， 可 能 是 一 类 重要 组 成 
部 分 ， 经 刺激 诱导 后 ， 好 多 昆虫 品种 都 能 产生 这 类 碱 性 抗菌 多 肽 ， 也 进一步 说 明了 这 类 
物质 在 清除 非 我 物质 中 ， 可 能 是 处 于 重要 地 位 。 
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材料 和 方法 


RMT DA BINH, Hu Xian-ming (1982) 拭 述 方法 制备 。 FRM 
lk DEF SOOKE LEJ, Ze GHExIOUO. OR KD RILER ME. A. 

大 肠 杆菌 民 1sD s:， 由 斯 德 哥 尔 摩 大 学 微生物 系 赠送 ， 细菌 培养 于 LEG 培 养 基 中 

(Bertani, 1951) 372C 振 萝 培 养 约 3 小 时 ， 菌 数 达 10* 个 /毫升 ， 以 LEG 培养 液 帮 空 白 
对 照 ， 在 600 毫 微米 处 吸收 OD 约 0.85 一 0.95。 

LEG 培 养 液 ，2,1 克 tryptone (Oxoid)1,55iyeast extract (Oxoid), 2.1 克 NaCl 加 
燕 饮 水 到 250 毫 升 ，15 磅 (12190) 消毒 20 分 钟 ， 冷却 后 再 加 入 消毒 过 的 EE 十 Bl x SOR 
5 毫升 ，20% 葡 萄 精深 液 2.5 毫 升 。 

E+B, x SOM: 6708 FR, 103% MeSO,-7H,O, 1003 C,H,OH-H,0O, 
500% K, HPO,, 17534 NaNH,HPO,-4H, OF Rim B1000K 3], FA 250 SIT RI 
分 装 ， 每 瓶 90 毫 开 ， 高 压 消毒 20 分 钟 ， 冷 却 后 ， 每 瓶 再 加 入 已 灭 菌 过 的 维生素 B: 溶 流 
0.4595, MEAE B ,溶液 的 浓度 为 10 豪 克 / 毫升 。 

BHR, LAE ih. 

因 体 培养 基 ， 按 营养 琼脂 的 用 法 配制 ， 消 毒 。 并 用 灭 菌 操作 置 于 已 消毒 过 的 培养 亚 
中 ， 亚 的 直径 为 9 厘米 ， 每 只 放 15 毫 升 左右 ， 凝固 后 备用 。 

细菌 生长 情况 的 测定 ， 采 用 活 菌 计数 法 。 将 被 检 菌 液 作 一 系列 笑 释 后 ， 取 0. 1 毫升 
的 源 波 或 稀释 液 涂 布 于 盛 有 固体 培养 基 的 培养 迎 内 。 在 37°C 培 养 过 夜 ， 每 个 活 细菌 将 发 
育成 为 一 个 菌落 。 次 日 计算 培养 多 内 菌落 数 就 可 以 推算 出 活 细 菌 的 总 数 。 从 而 知道 杀菌 
Bu m B BE 

Hs GWE, ZIRANEN EA, HRS ERCPT AD 
1 % 负 染 ， 在 日 立 电镜 了 一 300 上 观察 、 上 照相。 


实验 与 结 X 


(一 ) 不 同 浓度 抗菌 肽 了 对 大 肠 杆 菌 的 作用 

KEEK De SS TLEGEOGERNT, 379 Clg jb SEE ES 3 小 时 ， 此 时 为 细菌 对 数 
EEM, RAHAS x 10 个 /毫升 ， 取 0.1 毫 升 细菌 液 ， 分 别 加 到 每 毫升 含有 酝 笃 E 
MIEDOS, 1, 2, 3.5, 5. 、10、20 微 克 的 10 毫 升 的 LEG 培 养 液 中 ， 振 蓝 培 养 。 培 养 到 
304}, 14MM. 2 小 时 、 4 小 时 ， 分 别 取出 培养 液 9. 1 毫升 ， 加 消 济 生理 款 水 0.9 毫 升 ， 
依次 同样 倍数 稀释 ， 直 至 将 原 波 稀释 至 10-*。 取 各 次 稀释 的 稀释 液 0.1 训 升 , 分 别 涂 布 在 
念 固体 培养 基 的 培养 四 中 ， 然 后 在 37C 培 养 过 夜 。 次 日 计算 培养 亚 内 的 菌落 数 ， 来 推算 
出 活 菌 的 总 数 ， 从 面 知 道 抗菌 肽 对 细菌 的 杀菌 作用 。 结 果 见 图 1 。 从 图 1 a p D 
的 浓度 低 于 5 微克 /毫升 时 ， 杀 菌 作 用 效果 不 明显 。 这 由 于 培养 液 中 抗菌 肽 含量 虽 能 杀 
死 部 分 细菌 ， 而 在 此 培养 条 件 下 ， 未 被 杀 死 的 细菌 仍 能 以 对 数 指数 签 殖 ， 也 就 是 说 ， 杀 
死 组 区 的 速度 不 及 增殖 速度 。 因 此 杀 历 效果 不 能 明 最 反映。 抗菌 肤 浓度 在 5 微克 7 毫 Ft 
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时 ， 可 以 显示 其 效果 ， 在 此 培养 液 中 ， 细 菌 虽 以 对 数 指数 增殖 ,但 其 杀 死 细菌 的 量 大 于 
增殖 的 细菌 。 当 抗菌 及 的 浓度 在 10 微 克 / 毫 升 以 上 时 ， 4 小 时 内 杀 死 细菌 的 速度 大 于 增 
殖 速 度 。 则 细菌 数 以 对 数 指数 直线 下 降 。 但 培养 到 第 二 天 既 使 抗菌 肽 的 浓度 在 20 微 克 / 毫 
升 ， 细 苗 却 大 量 繁殖 了 。 说 明 抗菌 肽 在 一 定 浓度 下 ， 虽 能 大 量 杀 死 大 肠 杆 菌 ， 但 若 未 被 
全 部 杀 灭 ， 只 要 留 下 儿 个 活 的 细菌 ， 在 此 培养 条 件 下 ， 仍 能 大 重 增 殖 。 


Log viable bacteria/Tn! 
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Fig.1 Effect of different concentration of cecropin D from Antheraca 


pernyi on suspensions of E.coli K,,D;,in LEG medium 


-x-x-x- E.Coli incubated without cecropin D 
-O-O-O- E.Coli incubated with 2 ug/ml of cecropin D 
-nt-nu-tu- E.Coli incubated with 5 g/ml of cecropin D 


-A-A-A- E.Coli incubated with 10ug/ml and 20ug/ml of cecropin D 


(二 ) 同一 浓度 抗菌 肘 D， 在 不 同 培 养 液 中 的 杀菌 作用 。 

我 们 已 经 观察 到 在 LEG 培 养 芒 内， 梓 蚕 晴 抗 菌 肽 也 的 浓度 在 10 微 克 / 豪 升 时 , 在 一 定 
时 间 内 ， 杀 死 细菌 的 速度 大 于 增殖 速度 ， 它 能 较 有 效 地 杀 死 网 菌 ， 为 此 我 们 比较 了 它 在 
磷酸 二 盐 组 冲 液 及 LEG 培 养 液 中 ， 对 大 申 标 菌 的 杀 灭 作用 。 结 果 兄 图 2 。 

从 图 2 可 由， 在 培养 液 中 不 含 抗菌 肽 D 时 ， 原 有 10"7 个 细 苦 /毫升 的 细 菌 ， 无 论 在 
Pm em, SIYELEGXg3RHB, 2 小 时 后 细菌 都 已 增殖 到 10* 个 细菌 /毫升 。4 小 
时 以 后 都 已 长 到 ~10* 个 细菌 /毫升 的 细菌 。 但 当 培 养 液 内 含有 10 微 克 / 毫 升 抗 菌 KD 时 
2 小 时 后 ， 在 LEG 培 非 液 中 细菌 数 下 降 到 10" 个 细菌 /毫升 。 在 4 小 时 后 ， 下 降 到 10* 个 
HEER MEMRAM, 情况 就 不 一 样 。 由 于 加 入 细菌 时 , 含有 一 定量 LEG 
培养 波 。 因 此 在 磷酸 绥 冲 液 中 还 能 增殖 。 配 毕竟 由 于 营养 成 分 有 限 ， 因 而 细菌 增殖 速度 
就 不 如 在 LEG 培 非 液 中 了 。 在 2 小 时 以 后 公 残 留 104 个 细菌 / 雍 升 ， 在 4 小 时 时 ， 已 经 检 
查 不 到 细菌 。 过 夜 后 也 未 况 纲 菌 的 增殖 。 说 明 在 磁 可 甸 盐 缓冲 液 中 的 网 菌 已 全 部 被 杀 
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Fig, 2 Effect of cecropin D (10&g/ml) on suspensions of E. Coli 
K,,D;, in either LEG medium or O. IM potassium phosphate 
buffer 

-@-9- The suspension of E.Coli in potassium phosphate buffer 

incubated without cecropin D 

-x-X- The suspension of E.Coli in LEG medium incubated without 

cecropin D 

-O-O- The suspension of E. Coli in potassium phosphate buffer with 

10pg/ml of cecropin D - 

-A-A- The suspension of Æ. Coli in LEG medium with 10pg/ml 


of cecropin D 


(=) HORE D B HARIAK: D :+ 作用 后 的 电镜 观察 。 

上 面 的 实验 说 明 ， HADHARA K: D 1 的 作用 ， 3:3 —Jn 36 Bit RAR A 
N. RIDE- FMRI DA BIKE B I JUR. 的 电镜 情 况 。 约 含 1.5x10° 个 
细菌 / 诸 升 大 肠 杆 菌 的 LEG 培 养 液 中 ,分 别 加 入 经 纯化 抗 万 肽 口 和 日 ， 使 其 浓度 约 为 50 微 
克 / 毫 升 ， 在 37°C 温 度 下 ， 振 荡 培 养 45 分 钟 后 取样 ， WASHER. ABR RRA, TH 
镜 观 察 。 从 对 蛛 组 的 照片 可 见 ， 细菌 多 数 为 二 个 细菌 或 更 多 细菌 团 集 在 一 起 (图 3 Ade 
这 和 Haltmark 等 《1983) 在 相差 显微镜 下 观察 的 情况 相似 。 在 此 条 性 下 ， 含 抗菌 肪 DD 
的 ， 未 见 有 明显 的 变化 (图 3 BO 。 而 含有 抗菌 肽 3 的 ， 细菌 外 膜 已 被 明显 的 破坏 了 

(图 3 C) 。 培 育 2.5 小 时 后 ， 含有 抗菌 肽 号 的 培养 液 中 的 细菌 外 膜 也 已 被 明显 的 破坏 
了 《图 8 DO 。 这 也 说 明 抗菌 肽 B 的 杀菌 效率 比 抗菌 肽 品 高 。 





3 Hi Mame, MMRDA ECCE Ds L8 (EB 291. 


Wo ide 
随 着 免疫 生物 学 的 发 展 ， 不 仅 把 机 体 防 御 注 意 力 集 中 于 在 以 免疫 球 蛋 白 为 基础 的 免 
疫 学 方面 ， 而 且 进 一 步 扩 大 视野 加 以 研究 ， 着 腿 于 元 峭 椎 动物 的 机 体 防 御 机 制 。 特 别 是 
a li li bad ntti 


制 加 以 比较 ， 探 讨 其 异同 之 处 ， 这 是 很 有 意义 的 。 
昆虫 对 侵入 体内 的 病原 微生物 的 防御 反应 可 以 归纳 如 表 《 源 花 秀 典 ，1982) 


昆虫 对 病原 微生物 的 防御 反应 


EK d E E-—IEBNNMT 
ndzdt a prd EL —— 89 T6 CP HR. Uus EH E 
ARM 
Bop SEEN OS CF WD 
Hi E B9 EL PES PRY senna 
ERA (OK. BREE 
oap 
获得 抵抗 性 
Bk UR SEEK IS (MRR) 
昆虫 的 机 林 有 防 竹 反应 大 致 可 以 分 为 自 训 抵抗 性 和 获得 抵抗 性 两 类 。 这 里 所 说 的 获得 
抵抗 性 ， 不 同 于 宥 椎 动物 免疫 学 上 所 说 的 获得 免疫 ， 在 异物 侵入 条 内 时 ， 未 见 到 诽 巴 细 
胞 的 增殖 分 化 ， 免 疫 球 蛋白 的 生成 、 对 异物 反应 的 特异 性 以 及 记忆 免 症 等 ， 而 是 当 有 异 
物 侵入 后 ， 诱 导 产 生 的 抗菌 物质 和 凝集 素 等 。 
目前 抗菌 肽 对 细菌 的 作用 机 理 虽 不 清楚 ， 了 但 从 本 文 的 结果 来 看 ， 它 是 杀 死 细菌 。 巾 
于 各 种 经 诱导 后 昆虫 的 抗 落 及 一 级 站 构 已 经 测定 ，N 端 亲 水 ，C 端 正 水 ， 而 在 pH 
1.7 一 11,7 范 围 内 抗菌 肽 D 亦 旦 无 规 卷 曲 构象 。 我 们 以 脂 小 泡 作 为 模型 实验 CR 发 表 的 
工作 ) ， 观 察 到 抗菌 肽 能 司 脂 小 泡 发 生活 漏 ， 这 可 能 是 以 一 端 捅 入 细菌 的 细胞 腊 ， 形 成 
一 个 和 通道， 使 细菌 外 膜 破裂 。 从 电镜 照片 中 ， 可 见 到 经 抗菌 肤 作 用 后 的 细 蓝 外 膜 ， 先 有 
一 些 缺陷 ， 然 后 处 膜 破 裂 。 这 各 作用 可 能 是 一 个 或 数 沾 抗菌 肽 分 子 接合 到 细菌 膜 上 。 因 
而 抗菌 肽 浓度 必须 达到 一 定 的 浓度 才能 有 效 。 
Hultmark4$ (1982) 报道 美国 天 改 中 的 抗菌 肽 对 某 些 细菌 作用 的 效率 BI AD, 
从 本 文 的 结果 ， 在 同样 浓度 的 抗菌 肘 在 在 下 ， 抗 获 肪 B 和 细菌 作用 45 分 钟 后 ， 细 胞 膜 已 
明显 玻 坏 ， 但 在 同样 条 件 、 同 祥 浓 度 的 抗菌 肽 D ， 细 胞 距 没 有 明显 的 变化 ， 说 明 梓 鼻 是 
抗菌 肽 BR BRR He ot BRD X 
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THE EFFECT OF CECROPINS D FROM ANTHERAEA 
PERNYI ON SUSPENSIONS OF E,COLJIK;D;, 


Qiu Xuezhen Qu Xianming Wu Kezuo Dai Peihua Li Shiyun 
(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


The kinetics of the bacteriolytic effect on E.coli Kiz Dz: were studied at different concentrations of 
cecropin D from Antheraea pernyi, The effect of Sug per ml cecropin D on Suspensions of E, Coli 
Ki2D31 (107 cells/ml) in LEG medium was noticeable. In that medium, When the concentration of 
cecropin D reached 10pg per ml, the bactericibal velocity was higher than proliferation of bacterial cells 
As cecropin D was added to the suspension until its concentration reached 10pg per ml and with 107 
cells/ml of E.coli Ky2D31,the number of surviving bacteria was counted by spreading on agar plates, It was 
found that after 4 hrs of incubation in 0.1 M potassium phosphate buffer these were ro surivels but in 
LEG medium the bacterial population was 107 cells/ml, Æ.coli KizDa1 which was incubated with cecropin 
D or B for different periods was observed in the electron microscope, 


Key words Antheraea pernyi Antibacterial peptides Antibacterial activity E. Coli 
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Fig. 3  Etectron micrographs of E. coli Ki; Ds, which was incubated with cecropin D or B 
for different periods 

Fig 3A E.coli K:2D 31 incubated without cecropin D 

Fig 3B E.coli KazDi incubated with 50hg /ml of cecropin D for 45 min in LEG medium 

Fig 3C E. coli Ki;Dsi. incubated with 50ug /ml of cecropin B for 45 min. in LEG medium 


Fi ; à f 
ig 3D E. coli Kı:D;ı incubated with 504g /ml of cecropin D for 2.5 hr, in LEG medium 


